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Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) в полуконтактном режиме в водной среде
изучена конформация молекул гуминовых веществ (ГВ), содержащихся в различных видах
торфа, при сорбции ГВ на гидрофильной слюде при отсутствии и при наличии ионов тя-
жёлых металлов. Определена трёхмерная кольцевая структура молекул ГВ, сорбированных
на слюде, которая может быть описана при помощи модели лигнин-углеродного комплек-
са. Установлены размеры одиночных глобулярных молекул ГВ — (140 ÷ 320) × (5 ÷ 25) нм.
Предложены возможные способы взаимодействия ГВ торфов с катионами металлов (Pb2+
и Zn2+) с учётом конформационных изменений гуминовых веществ. Доказано, что катионы
свинца сорбируются преимущественно на поверхности молекул гуминовых веществ, а сорб-
ция катионов цинка идёт с переориентацией гуминовых веществ вокруг ионов цинка.
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The conformation of the molecules of humic substances of peats sorbed on the hydrophilic mica
in the absence and the presence of heavy metal ions was studied by atomic-force microscopy in
a semi-contact mode in an aqueous medium. A model of the lignin-carbon complex providing
the conformation of the three-dimensional ring structure of humic substances as a function of
pH is proposed and allows to accurately describe the surface structure of the molecules of humic
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substances. The sizes of single globular molecules of humic substances are determined; there are
(140 ÷ 320) × (5 ÷ 25) nm. Possible ways of the interaction of humic substances of peats with
metal cations (Pb2+ and Zn2+) with allowance for conformational changes of humic substances
are established. It has been proved that lead cations are sorbed mainly on the surface of the
molecules of humic substances, and the sorption of zinc cations passed with a reorientation of
humic substances around zinc ions.
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Введение. Химические и физико-химические закономерности поведения гумино-
вых веществ (ГВ) в естественных почвенных и водных средах являются функцией их
молекулярной структуры и определяют подвижность органической части гуминовых
веществ и их агрегацию в естественных условиях [1]. Они представляют собой хаотич-
ные полидисперсные плоские диски, образующие компактные мягкие эллипсоиды [2].
Размер, форма и заряд молекул гуминовых веществ могут изменяться в зависимости
от рН раствора [3].
Структура ГВ может быть описана при помощи супрамолекулярной агрегации отно-
сительно небольших молекул, удерживаемых вместе слабыми дисперсионными силами.
Ван-дер-ваальсовы силы и водородные связи обусловливают большой размер молекул
гуминовых веществ, который становится значительнее с увеличением рН.
Несмотря на многочисленные исследования, проводимые в течение последнего де-
сятилетия, детали конформации ГВ всё ещё не до конца исследованы. Хотя основные
структурные единицы молекулы ГВ уже давно идентифицированы [4, 5], мало известно,
как связаны эти макромолекулярные компоненты и как они влияют на молекулярную
конформацию в целом.
Последние 20 лет атомно-силовая микроскопия (АСМ) используется для наблю-
дения микроморфологии органических молекул и гуминовых веществ в водных средах
[6, 7]. АСМ по сравнению с электронной микроскопией имеет преимущества, состоящие
в простоте подготовки образцов, так как отсутствует необходимость дегидратации, по-
крытии образца или создания условий сильного вакуума. Это позволяет исследовать
микроструктуру органических и минеральных коллоидов путём поверхностного анали-
за при различных значениях pH, результаты которого можно легко визуализировать
как трёхмерные изображения [8]. С использованием АСМ в зависимости от концен-
трации ГВ и рН агрегаты глобулярных единиц, цепочечные сборки, перфорирован-
ные листы и губчатые кольцевые структуры наблюдались в коллоидных растворах ГВ
[9, 10]. Однако из-за сложного строения молекул ГВ и возможности их агрегации или
конформационных изменений точная структура ГВ остаётся неопределённой. Кроме
того, как сообщают многие исследователи, определение молекулярного размера ГВ ме-
тодом АСМ затруднено по нескольким причинам, касающимся геометрии молекул ГВ,
сорбированных на слюде, и силы, с которой остриё микроскопа воздействует на их по-
верхность, что может снизить точность техники и увеличить частоту возникновения
ошибки в топографических данных поверхности ГВ [11, 12].
В настоящей работе сравнивались данные наблюдений полуконтактного режима
(АСМ-К) в водной среде с целью исследовать конформацию ГВ, сорбированных на
гидрофильной слюде при отсутствии и при наличии ионов тяжёлых металлов. Опи-
сание наномасштабной трёхмерной структуры ГВ и гуматов металлов потенциально
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полезно для понимания взаимодействий ГВ между собой и с ионами металлов, а также
для построения более реалистичной модели структуры ГВ.
В связи с этим цель данной работы заключалась в установлении структуры поверх-
ности ГВ, находящихся в непосредственном контакте с поверхностью гидрофильной
среды, и возможные способы взаимодействия ГВ с катионами металлов (Pb2+ и Zn2+)
методом АСМ.
Экспериментальная часть. В работе использовали ГВ торфов Тульской обла-
сти — тростникового низинного (ТНТ), черноольхового низинного (ЧНТ), сфагнового
верхового (СВТ) и сфагнового переходного (СПТ) — выделенные методом, описанным
в работе [13], и гиматомелановые кислоты, которые извлекали из гуминовых веществ
горячей этанольной экстракцией в соотношении 1 г навески на 200 см3 спирта. Раствор
кипятили в течение 3–4 ч. Полученный экстракт фильтровали, фильтрат подверга-
ли перегонке. Остаток фильтрата сушили 24 ч при комнатной температуре для полу-
чения твёрдых гумино-минеральных комплексов (ГМК) [14]. Основной используемой
подложкой для АСМ биообъектов является слюда. Она имеет гидрофильную поверх-
ность с атомарно-ровными участками размером более 100 мкм. Для АСМ-исследований
биополимеров к подложкам слюды выдвигаются следующие общие требования: поверх-
ность должна быть достаточно ровной и хорошо адсорбировать исследуемые объекты.
Растворы ГВ концентрацией 1 г/л получали путём растворения навески ГВ в 0,1М
растворе NaOH с последующим разбавлением раствора фоновым электролитом (0,1М
раствором NaNO3).
Рабочие растворы солей металлов с концентрациями 0,2 мМ и рН = 4 готовили
путём разбавления 0,1М растворов Pb(NO3)2 и Zn(NO3)2. Требуемые объёмы рабочих
растворов переносили в мерную колбу объёмом 25 мл и разбавляли раствором HNO3
до концентрации 0,01М. Значения рН растворов контролировали на рН-метре «Ани-
он 4154».
Растворы гуматов свинца и цинка готовили путём добавления к растворам ГВ (кон-
центрацией 1 г/л) растворов Pb(NO3)2 и Zn(NO3)2 с концентрациями 0,2 мМ в соотно-
шении 1 : 1.
Образцы для АСМ-анализа получали путём осаждения 200 мкл суспензии ГВ или
гуматов металлов на свежеотслоенные пластинки слюды, которые после этого помеща-
ли на 3 мин в муфельную печь, нагретую до 360℃. Частицы, слабо связанные с по-
верхностью слюды, сдували струёй азота.
Образцы ГВ, сорбированных на гидрофильной слюде, исследовали при помощи
атомно-силового зондового микроскопа SolverPRO в полуконтактном режиме. Харак-
теристики микроскопа:
— форма кантилевера — прямоугольная, его размер 1,6× 3,6 мм, толщина 0,4 мм;
— размер острия (иглы) 10–20 мкм;
— рабочая частота 0,2–2 Гц;
— минимальный размер сканируемой поверхности 500× 500× 3 нм;
— минимальный шаг сканирования 0,006 нм.
Обработку изображений проводили при помощи программы Nova 1.0.26 RC1
Build 914.
Обсуждение результатов. Изображения рельефа поверхностей ГВ торфов и вы-
деленных из них путём горячей этанольной экстракции гиматомелановых кислот при-
ведены на рис. 1 и 2.
Поверхность сорбированных молекул гуминовых веществ на гидрофильной слюде
зависит от их происхождения. Заполнение поверхности слюды гуминовыми веществами
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Рис. 1. Сканы рельефа поверхностей (5× 5 мкм) ГВ торфов на гидрофобной слюде:
а — ЧНТ, б — СПТ, в — ТНТ; г — СВТ
ба
Рис. 2. Гиматомелановые кислоты ЧНТ (а), СПТ (б ); 5× 5 мкм
происходит неравномерно: наблюдаются участки с высоким, средним и низким уров-
нем заполнения, а также свободные участки. Перепад высот рельефа составляет
150–250 мкм.
Молекулы гуминовых веществ ЧНТ (рис. 1, а), удерживаемые силами Ван-дер-Ва-
альса и водородными связями, образуют плотную ровную поверхность без включений.
Молекулы гуминовых веществ СПТ и ТНТ, в отличие от гуминовых веществ ЧНТ, не
образуют единой структуры, а объединяются в агломераты диаметром 500–700 и дли-
ной 200–400 нм с неоднородной поверхностью (рис. 1, б, в). Они представляют собой
дисковые структуры диаметром 230–330 и толщиной 19–25 нм. Отдельные молекулы
ГВ ТНТ способны объединяться в агломераты диаметром 300–500 и длиной 100–300 нм.
Поверхность агломератов неоднородна. Молекулы ГВ СВТ (рис. 1, г) — это дисковые
структуры диаметром 160–220 и толщиной 10–12 нм.
Молекулы ГМК ЧНТ (рис. 2), в отличие от исходных молекул ГВ ЧНТ (см. рис. 1),
представляют собой дисковые структуры диаметром 280–420 и толщиной 17–23 нм. От-
дельные молекулы объединены в агломераты диаметром 500–700 и длиной 200–300 нм.
Отличие от исходных молекул может быть вызвано тем, что в ходе этанольной экстрак-
ции одна крупная молекула ГВ ЧНТ разбивается на несколько более мелкие фрагменты
ГМК ЧНТ.
Молекулы ГМК СПТ (рис. 2, б ), как и молекулы исходных ГВ СПТ, представляют
собой дисковые структуры диаметром 120–160 и толщиной 5–9 нм. Отдельные молеку-
лы объединены в глобулы диаметром 300–400 и длиной 100–150 нм. Как и молекулы
ГМК ЧНТ, молекулы ГМК СПТ меньше молекул исходных ГВ СПТ.
По своей наноморфологии ГВ и гиматомелановые кислоты представляют собой от-
дельные молекулы с небольшим углублением в центре. Субъединицы молекул ГВ путём
самосборки агрегируются между собой и удерживаются вместе слабыми дисперсион-
ными силами — Ван-дер-Ваальса и водородными связями, отвечающими за больший
размер агрегатов ГВ. Последние способны осаждаться на глинистых поверхностях ли-
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Рис. 3. Модель спиральной структуры гуминовых веществ
лигнин-углеродного комплекса
бо в виде спиральных молекул — единиц лигнин-углеродного комплекса (ЛУК), либо
в виде нитеобразных молекул ГВ ЧНТ, обогащённых лигнином [15].
Химическое строение структуры ГВ можно описать при помощи модели ЛУК
(рис. 3). Последняя обеспечивает возможную конформацию трёхмерной кольцевой
структуры ГВ в зависимости от рН. Кольцевая структура открыта для формирова-
ния линейных конфигураций цепей, что способствует образованию разворачиваемых
структур. Водородные связи [2] также могут играть важную роль в стабилизации оли-
гомерных цепей в спиральной структуре, в то время как диполь-дипольные и ван-дер-
ваальсовы взаимодействия поддерживают кольцевую конформацию с образованием су-
прамолекулярной структуры.
Трёхмерная кольцевая структура, наблюдаемая на АСМ, соответствует конформа-
ции ГВ и других лигниноподобных молекул. И первичная, и вторичная структуры
имеют значение для связывания ионов металлов. Пространственное расположение фе-
нольных и карбоксильных групп показало, что они играют ключевую роль в агрегации
ГВ на глинистых минералах. В литературе предложены и обсуждены возможные ме-
ханизмы связывания ГВ с минеральными поверхностями, в том числе поливалентный
катионный мостик, лигандный и анионный обмен, ван-дер-ваальсово взаимодействие
и водородное связывание [16].
В результате сорбции гуминовых веществ на поверхности гидрофильной слюды про-
исходят конформационные изменения структуры молекул ГВ [16], что приводит к уве-
личению площади контакта на границе раздела фаз твёрдое тело — жидкость. Кова-
лентные и водородные связи стабилизируют олигомерную цепь спиральной структуры,
в то время как диполь-дипольные и ван-дер-ваальсовы взаимодействия поддерживают
кольцеобразную конформацию. В почвах и водных средах наблюдается преимуществен-
ная агрегация кольцевых макромолекул и полимеров природного лигнина [2]. Морфо-
логия структуры ГВ, полученная нами методом АСМ, подтвердила данный факт. При
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Рис. 4. Шаро-стержневая
структура ГВ — результат молекулярного
моделирования; оптимизированный 3D вид
модели лигнин-углеродного комплекса
помощи программы ChemOﬃcePro 16.0 оп-
тимизирована модель лигнин-углеродного
комплекса (рис. 4).
Цепи молекул гуминовых веществ спо-
собны соединяться друг с другом и обра-
зовывать двух-, трёх- и шестиспиральные
структуры по типу молекулы ДНК и затем
сворачиваться в виде колец, таким образом
образуются устойчивые супрамолекулярные
структуры на поверхности глинистых мине-
ралов в почве.
В ранее опубликованных работах
[13–15, 17] освещено взаимодействие ГВ тор-
фов с ионами свинца и цинка с образова-
нием нерастворимых гуматов, однако оста-
ются неизученными конформационные из-
менения гуминовых веществ, протекающие
при связывании с ионами Pb2+, Zn2+, а так-
же структура образующихся нерастворимых
гуматов металлов. Изображения структур,
сорбированных на поверхности гидрофиль-
ной слюды гуматов свинца и цинка, приве-
дены на рис. 5.
ба
Рис. 5. Сканы (5× 5 мкм) ГВ:
а — ЧНТ, б — СПТ с добавлением ионов
Pb2+
При введении ионов Pb2+ в раствор ГВ ЧНТ молекулы последних агрегируются
между собой, а ионы Pb2+ налипают на гуминовые ансамбли. На сканируемой поверх-
ности ГВ ЧНТ наблюдаются различные структуры диаметром 1–2 нм, которые не были
обнаружены в исходных молекулах ГВ, представляющих собой линейные вытянутые
структуры.
ГВ СПТ в присутствии ионов Pb2+ (гуматы свинца) сохраняют свою глобулярную
структуру, однако диаметр их глобулярных агрегатов увеличивается примерно в 5 раз
по сравнению с диаметром исходных ГВ СПТ и составляет 2–3 мкм. Поверхность этих
агрегатов покрыта различными включениями диаметром около 1 нм, соизмеримыми
с размерами ионов Pb2+. Мы предполагаем, что при взаимодействии ГВ с ионами Pb2+
сорбция протекает по всей поверхности ГВ, при этом задействованы карбоксильные
и фенольные группы, что коррелирует с высокой степенью связывания ионов свинца
с ГВ [17].
Анализ поверхности гуматов свинца показал, что ионы Pb2+ налипают на гидро-
фильные участки молекул ГВ СПТ. Мы получили нефрагментированные скопления
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Рис. 6. Конформационно измененные ГВ в присутствии ионов Pb2+ (а)
и оптимизированная программой ChemOﬃcePro 16.0 модель гумата свинца (б ):
на модели наиболее крупные шарики — катионы Pb2+
комплексов ГВ-свинец. Ионы Pb2+ взаимодействуют преимущественно с карбоксиль-
ными фрагментами сорбционных центров молекул ГВ (рис. 6).
Ионы Zn2+ существенно изменяют конформацию молекул ГВ на поверхности гидро-
фильной слюды (рис. 7, а). В исходном состоянии ГВ представляют собой одиночные
глобулы, а совместно с ионами Zn2+ они образуют глобулярные агрегаты толщиной
450–500 и диаметром 5–7 мкм, связанные с катионами Zn2+.
Добавление ионов Zn2+ к ГВ СПТ также изменяет морфологию исходных молекул
ГВ (рис. 7, б ). В исходных ГВ СПТ помимо агрегатов диаметром 500–700 и длиной
200–400 нм наблюдаются дисковые структуры диаметром 3–7 и толщиной 340–420 нм.
Диаметр последних в присутствии ионов Zn2+ увеличивается примерно в 10 раз, а дли-
на — в 2 раза.
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Рис. 7. Сканы (5× 5 мкм) ГВ:
а — ЧНТ, б — СПТ с добавлением ионов
Zn2+
При добавлении к раствору ГВ ионов Zn2+ происходит переориентация отдельных
молекул гуминовых веществ в пространстве, которые окружают катионы цинка, созда-
вая макрокомплекс металл—ГВ с изменением конформации агломератов исходных ГВ
(рис. 8).
б
а
Zn2+
Рис. 8. Конформационно измененные ГВ в присутствии ионов Zn2+ (а)
и оптимизированная программой ChemOﬃcePro 16.0 модель гумата цинка:
на модели наиболее тёмный (в электронной версии статьи — синий) — катион Zn2+
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Рис. 9. Супрамолекулярная структура
фрагмента Zn2+ — молекулы ГВ
На 3D-моделях (см. рис. 6, б и 8, б ) по-
казано, каким образом ионы Pb2+ и Zn2+
встраиваются во все сорбционные центры
на поверхности супрамолекулярных струк-
тур ГВ (катионы Pb2+) и внутри молекул ГВ
с образованием хелатных комплексов (кати-
оны Zn2+). Отдельные молекулы ГВ способ-
ны, окружая ионы Zn2+, образовывать с ни-
ми за счёт ионных и донорно-акцепторных
связей структуры, аналогичные структуре
гемоглобина (рис. 9).
Заключение. Методом АСМ определе-
на структура поверхности ГВ торфов. Раз-
меры одиночных глобулярных молекул со-
ставили 140–320 нм в диаметре и 5–25 нм
в высоту. Для описания структуры предло-
жена модель лигнин-углеродного комплек-
са. ГВ черноольхового низинного торфа яв-
ляются артефактом и представляют собой
вытянутые молекулы длиной 1–3 мкм, ши-
риной 20–50 нм и высотой 10–30 нм. Такая
структура объясняется тем, что основу данных ГВ составляют остатки лигнина. Вы-
явлены возможные способы взаимодействия ГВ торфов с катионами металлов (Pb2+
и Zn2+) с учётом конформационных изменений ГВ. Ионы Pb2+ сорбируются на поверх-
ности ГВ, а ионы Zn2+ переориентируют ГВ и образуют супрамолекулярные структуры
по типу гемоглобина.
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